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	 A	Ernesto,	 aunque	coincidimos	poco	 tiempo,	por	hacer	de	 transportista	 y	por	
compartir	conmigo	experiencias	en	castellano,	todo	un	desahogo.
	 Al	 resto	 de	 compañeros	 del	 laboratorio	 de	UCSF	 que	 de	 una	manera	 u	 otra	
me	ayudasteis	en	el	desarrollo	de	esta	 tesis,	compartisteis	vuestros	conocimientos	y	
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glioblastoma	 multiforme,	 establishing	 a	 treatment	 capable	 to	 improve	 survival.	 To	
achieve	this	proposal	we	have	evaluated	the	differences	in	survival	and	inhibition	states	
of	PI3K/Akt/mTOR	pathway,	when	different	concentrations	and	schedules	of	rapamycin	
or	 its	analog	torisel	were	used.	We	demonstrate,	 in	 the	 intracranial	U87MG	xenograft	
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astrocitomas	 son	 uno	 de	 los	 tipos	 más	 frecuentes	 de	 gliomas	 y	 están	 subdivididos	



























1.1.1- Subclasificación molecular del glioblastoma multiforme
Parte	del	esfuerzo	realizado	para	comprender	el	proceso	de	formación	del	GBM	se	
ha	centrado	en	determinar	alteraciones	genéticas	fundamentales.	Dichas	alteraciones	
afectan	 a	 genes	 implicados	 en	 procesos	 celulares	 clave	 como	 la	 transducción	 de	
señales,	el	crecimiento	celular,	el	control	del	ciclo	celular,	la	proliferación,	la	apoptosis	y	
los	procesos	de	diferenciación	(Tabla	1.2).
Tabla 1.2 Principales alteraciones genéticas en GBM primarios 
Alteración genética  Procesos celulares  Frecuencia (%) 
EGFR  Transducción de señales  Amplificación 40% 
Sobreexpresión 60% 
Mutación 20-30% 
MDM2  Arresto del ciclo celular  Amplificación <10% 
Sobreexpresión >50% 
p16  Arresto del ciclo celular  Deleción 30-40% 
PTEN  Transducción de señales  Mutación 30% 
RB  Arresto del ciclo celular  Alteración 14% 
TP53  Arresto del ciclo celular  Mutación 28% 





Los	 estudios	 genéticos	 y	 el	 análisis	 de	 los	 pacientes	 demuestran	 que	 existen	
diferentes	subgrupos	dentro	de	los	4	grados	definidos	por	la	WHO	(Phillips	et	al.	2006;	





















Tabla 1.3 Distribución de genes habitualmente mutados en las subclases de GBM.  
 
Gen  Proneural  Neural  Clásico  Mesenquimal 
TP53  54 %  21 %  0 %  32 % 
PTEN  16 %  21%  23 %  32 % 
NF1  5%  16 %  5 %  37 % 
EGFR  16 %  26 %  32 %  5 % 
IDH1  30 %  5 %  0 %  0 % 
PIK3R1  19 %    11 %  5 %  0 % 
RB1  3 %  5 %  0 %  13 % 
ERBB2  5 %  16 %  5 %  3 % 
EGFRvIII  3 %  0 %  23 %  3 % 
PIK3CA  8 %  5 %  5 %  3 % 
PDGFRA  11 %  0 %  0 %  0 % 




Vías de señalización alteradas en los glioblastomas
 
Durante	 su	 desarrollo	 los	 GBMs	 muestran	 una	 variedad	 de	 alteraciones	
moleculares	en	 las	diferentes	vías	de	señalización	activas	(Ohgaki	2005;	Ohgaki	and	
Kleihues	2007;	Ohgaki	and	Kleihues	2009).	Las	hay	que	afectan	a	la	señalización	de	
factores	 de	 crecimiento,	mientras	 que	 otras	 afectan	 a	 la	 regulación	 del	 ciclo	 celular.	
Dentro	 de	 las	 primeras,	 las	más	 importantes	 son:	 las	 que	 alteran	 los	 receptores	 de	
membrana:	PDGFR,	EGFR;	la	señalización	intercelular:	VEGF,	HGF/SF,	las	integrinas,	



















en	 la	 reducción	 del	 daño	 en	 el	 tejido	 sano	 circundante.	 El	 papel	 de	 la	 cirugía	 en	 el	
diagnóstico	 es	 incuestionable.	 El	 tejido	 obtenido	 en	 el	momento	 de	 la	 operación	 es	
crítico	para	la	realización	de	un	análisis	individualizado	de	los	marcadores	moleculares	
del	tumor.		 El	principal	problema	de	 la	cirugía	es	 la	 imposibilidad	de	alcanzar	una	


























La quimioterapia tradicional	 utiliza	 agentes	 que	 se	 pueden	 clasificar	 como	
citotóxicos	 o	 citostáticos.	 Los	 mecanismos	 de	 actuación	 comunes	 a	 los	 agentes	
citotóxicos	 usados	 en	 el	 tratamiento	 de	 GBM	 son:	 la	 alquilación	 del	 DNA,	 	 el	
entrecruzamiento	 del	 DNA,	 la	 ruptura	 de	 hebras	 del	 DNA	 y	 la	 disrupción	 del	 huso	
mitótico.	Los	agentes	citostáticos	alteran	la	biología	del	tumor	inhibiendo	el	crecimiento,	
la	 propagación	 o	 ambos	mecanismos,	 pero	 no	 afectan	 a	 la	 viabilidad	 de	 las	 células	
tumorales	directamente.	Los	mecanismos	utilizados	 	son:	promover	 la	diferenciación,	









La	 mayoría	 de	 los	 agentes	 quimioterapéuticos	 citotóxicos	 inducen	 la	 muerte	
celular	mediante	la	alquilación	y	el	entrecruzamiento	del	DNA.	La	presencia	de	enzimas	
reparadoras	del	DNA	dentro	de	las	celulas	tumorales	producen	la	eliminación	del	grupo	




Además	 de	 la	 quimioresistencia,	 existe	 el	 problema	 del	 acceso	 de	 los	 agentes	
quimioterapéuticos	a	los	tumores	cerebrales:	la	presencia	de	la	BBB	restringe	su	libre	
difusión.	 Se	 han	 buscado	 soluciones	 a	 este	 problema	 tales	 como	 la	modificación	 o	
ruptura	 de	 la	 BBB	 y	 la	 quimioterapia	 intratumoral:	 inyección	 directa,	 inyección	 intra-




Tabla 1.4 Fármacos habituales en quimioterapia 









Agente alquilante  TMZ, irinotecan, cisplatino, 
tamoxifeno 




Agente alquilante  Procarbazina + vincristina=(PCV), 
adrianycina + VM 26 
misonidazol 
Vincristina  Disolución del huso 
mitótico 
Procarbazina + CCNU = (PCV), 
DTIC + ACNU, 
mecloretamina + procarbazina 
Carboplatino  Entrecruzamientos en 






Ruptura DNA, actúa 













Provoca un fenotipo 




Talidomida  Antiangiogénico  Irinotecan, TMZ, 
Carboplatino+vincristina+fluvastatin 














Por	 otro	 lado,	 se	 ha	 observado	 que	 el	 tratamiento	 con	 un	 único	 agente	 no	 es	




El	 tratamiento	 multidiscipinar	 incluyendo	 cirugía,	 radioterapia	 y	 quimioterapia	
es	 una	 estrategia	 ampliamente	 aceptada	 para	 el	 GBM.	 La	 quimioterapia	 puede	 ser	



























jerárquica	de	poblaciones	celulares,	en	 la	cual	 las	células	 troncales	neurales	 (NSCs,	







Tabla 1.5 Resumen de los fármacos de terapia dirigida actualmente usados en 






EGFR  Gefitinib (ZD1839)     
  Erlotinib (OSI-774)    TMZ 
  Lapatinib (GW-572016)  HER-2   
  PF-00299804  HER-2, HER-4   
  BIBW2992  HER-2, HER-4   
  Cetuximab     
  Nimotuzumab     
EGFRvIII  CDX110     
Ras  Lonafarnib (SCH66336)    TMZ 
  Tipifarnib (R115777)    TMZ 
FGFR  Brivanib (BMS-582664)  VEGFR2   
HDAC  Vorinostat (SAHA)    TMZ 
  Ácido valproico    RT + TMZ 
  LBH589     
HGF/SF  AMG102     
HSP-90  17-AAG     
Integrinas  Cilengitido(EMD121974)    RT 
HGFR  XL184  VEGFR   
mTOR  Sirolimus (Rapamicina)    Geftinib 
  Everolimus (RAD001)    AEE788 
  Temsirolimus (CCI-779)    Erlotinib 
  Ridaforolimus (AP23573)     
PDGFR-a  IMC3G3     
PDGFR-b  Imatinib  BCR/Abl, c-Kit   
  Desatinib  Src, BCR/Abl 
cKit, ephrin A2 
 
  Tandutinib (MLN518)  Flt3, c-Kit   
PI3K  XL765  mTOR   
PKC  Enzastaurin (LY31761)     
VEGF-A  Aflibercept (VEGF Trap)  VEGF-B, PIGF   
  Bevacizumab    Irinotecan 
VEGFR  Vatalanib    TMZ, lomustina 
  Avastin     










Los	 recientes	 avances	 en	 el	 campo	 de	 las	 células	 troncales	 han	 permitido	
el	 desarrollo	 de	 la	 hipótesis	 de	 las	 células	 troncales	 tumorales	 (CSCs,	 del	 inglés:	







De	 acuerdo	 con	 la	 hipótesis	 de	 las	 CSCs,	 cualquier	 terapia	 contra	 el	 tumor	
cerebral	que	no	logre	erradicar	las	CSCs	tendrá	como	resultado	la	recidiva	a	partir	de	
























un	 agente	 coloreado,	 la	mayoría	 de	 los	 órganos	 quedaban	 teñidos	 por	 el	 agente,	 a	
excepción	del	cerebro	y	la	espina	dorsal	(Ehrlich	1885).
En	el	cerebro	y	la	espina	dorsal	de	los	mamíferos,	la	BBB	está	producida	por	las	






dispuestas	 de	 cara	 al	 fluido	 cerebroespinal,	 lo	 que	 constituye	 la	 barrera	 hemato-
fluído	 cerebrospinal	 (BCSFB).	 Algunos	 fármacos	 y	 solutos	 penetran	 en	 el	 cerebro	
principalmente	a	través	del	plexo	coroideo,	pasando	al	fluído	cerebroespinal	(CSF).	
La	tercera	interfase	está	formada	por	el	epitelio	aracnoide	de	carácter	avascular,	





y	metabólica	 (Gabathuler	 2010).	 Las	 barreras	 restringen	el	 acceso	hasta	 las	 células	
cerebrales	permitiendo	la	entrada	solamente	a:	(1)	pequeñas	moléculas		hidrófilas	como	
aminoácidos,	glucosa,	y	otras	moléculas	necesarias	para	la	supervivencia	de	las	células	
cerebrales;	 (2)	 moléculas	 esenciales	 grandes	 de	 carácter	 hidrófilo	 como	 hormonas,	
transferrina	y	lipoproteinas;	(3)	pequeñas	moléculas	lipófilas	mediante	difusión	pasiva.
Se	 ha	 observado	 que	 la	BBB	 se	 interrumpe	 en	 el	 contexto	 de	 los	 tumores	 de	
alto	grado,	pero,	aun	así,	 actúa	 todavía	 como	una	barrera	 contra	muchos	 fármacos,	
particularmente	en	la	periferia	del	tumor	(Clarke	et	al.	2010).	Existe	además	una	barrera	

















1.3- Administración de fármacos
La	función	fisiológica	de	la	BBB	de	conservar	la	homeostasis	mediante	el	transporte	
selectivo	 de	 nutrientes,	 implica	 una	 restricción	 para	 la	 efectividad	 de	 las	 terapias	
39
Introducción
utilizadas	 contra	 el	 tumor	 cerebral.	 Solamente	 pequeñas	moléculas	 lipófilas	 pueden	
pasar,	 mediante	 difusión	 pasiva	 a	 través	 de	 la	 BBB.	 Pequeñas	moléculas	 hidrófilas	
(aminoácidos,	glucosa	y	otras	moléculas	necesarias	para	la	supervivencia	de	las	células	
cerebrales)	y	moléculas	de	mayor	tamaño	o	moléculas	esenciales	hidrófilas	(hormonas	
y	 lipoproteínas)	 utilizan	 transportadores	 y	 receptores	 específicos	 respectivamente	
(Gabathuler	2010).
Algunas	estrategias	para	mejorar	 la	eficacia	en	 la	 introducción	de	 los	 fármacos	
en	los	tumores	cerebrales	han	sido	probadas	en	investigaciones	preclínicas	y	clínicas.	
Estas	 estrategias	 incluyen	 entre	 otras:	 (1)	 administración	 de	 fármacos	 de	 forma	 no	
invasiva	 y	 sin	 disrupción	 de	 la	 BBB,	 basada	 en	 la	 reformulación	 de	 medicamentos	
facilitando	 de	 esta	 manera	 el	 transporte	 dentro	 del	 cerebro	 mediante	 el	 incremento	
de	la	solubilidad	y	estabilidad	en	el	plasma	(como,	por	ejemplo,	la	conjugación	directa	
de	medicamentos	 antitumorales	 para	 aumentar	 la	 lipofilicidad	 o	 la	 co-administración	






1.3.1- Administración potenciada por convección (CED)
La	 administración	 potenciada	 por	 convección	 (CED,	 del	 inglés:	 convention	
enhanced	delivery)	es	una	opción	experimental	en	el	tratamiento	de	tumores	cerebrales.	
Consiste	en	la	administración	intracraneal	directa	del	fármaco	mediante	un	mecanismo	
de	 flujo	 positivo	 que	 transporta	 y	 distribuye	 macromoléculas	 a	 regiones	 concretas	





de	 tipo	 sistémico	 y	neurológico;	 (3)	 el	CED	permite	asimismo	un	mayor	 volumen	de	
















Los	 diferentes	 tamaños	 de	 la	 cánula	 muestran	 distintos	 patrones	 de	 difusión.	


























Algunas	mejoras	en	el	 futuro	probablemente	 incrementarán	 la	eficacia	del	CED	
resolviendo	 las	 limitaciones	de	esta	 técnica,	 tales	como	 la	utilización	de	sistemas	de	
obtención	de	imágenes	a	tiempo	real	durante	el	CED	que	hará	posible	la	monitorización	
de	 la	 distribución	 del	 agente	 y	 también	 la	 encapsulación	 de	 los	 medicamentos	 que	


















por	difusión	en	el	área	del	 tumor	en	el	que	ha	 tenido	 lugar	 la	convección.	Esta	 lenta	
liberación	 conduce	 a	 una	 drástica	 mejora	 de	 las	 propiedades	 farmacocinéticas	 del	
agente	encapsulado.	La	liberación	lenta	y	constante	de	fármacos	asociados	a	liposomas	
origina	poca	 toxicidad	y	una	mayor	eficacia	cuando	se	compara	con	 la	 liberación	del	
fármaco-libre	en	xenotransplantes	de	tumores	cerebrales	de	roedores.	
Ya	se	han	utilizado	en	modelos	animales	 liposomas	cargados	con	doxorubicina	
(Yamashita	 et	 al.	 2006),	 topotecan	 (Saito	 et	 al.	 2006),	 o	CPT-11	 (Noble	 et	 al.	 2006)	






















Pese	 a	 todas	 estas	 ventajas,	 se	 han	 encontrado	 serias	 limitaciones	 en	 el	 uso	
de	 las	bombas	osmóticas	debido	a	 la	necesidad	de	 la	aplicación	de	una	presión	que	
conduzca	a	la	liberación	del	fármaco,	que	en	algunos	casos	resulta	en	una	liberación	






1.4- Vía de mTOR
La	vía	de	señalización	de	 la	diana	de	 la	 rapamicina	de	mamíferos	 (mTOR,	del	
inglés:	mammalian	target	of	rapamycin),	se	encuentra	con	frecuencia	alterada	en	GBM.	
La	vía	de	mTOR	integra	señales	intracelulares	y	extracelulares;	actúa	como	interruptor	
celular	 del	 catabolismo	y	anabolismo	 celular	 regulando	de	esta	 forma	el	 crecimiento	




1.4.1- mTOR: un complejo multi-proteico
La	proteína	mTOR	es	 una	 serín-treonín	 quinasa	de	289-kDa,	 que	pertenece	a	
la	 familia	 de	 las	 quinasas	 relacionadas	 a	 PI3K	 (PhosphoInositde	 3-Kinase),	 ha	 sido	
conservada	a	lo	largo	de	toda	la	evolución.
En	 las	células	de	mamíferos	mTOR	existe	en	al	menos	dos	complejos	 física	y	






a	nutrientes,	hormonas	y	 factores	de	crecimiento;	 inhibe	 la	autofagia;	 juega	un	papel	
importante	 en	 la	 regulación	 de	 síntesis	 de	 lípidos	 y	 en	 el	metabolismo	 y	 biogénesis	
mitocondrial;	 además	 probablemente	 participa	 en	 la	 modulación	 de	 la	 síntesis	 de	
proteínas	(Laplante	and	Sabatini	2009a).	















del	mTORC1	son:	PRAS40	 (substrato	 rico	en	prolina),	 y	Raptor	 (regulador-asociado).	Mientras	que	 las	
subunidades	específicas	del	mTORC2	son:	mSIN1	(proteína	de	estrés	en	mamíferos),	Protor-1	(proteína	5	
rica	en	prolina)	y	Rictor	(componente	insensible	a	rapamicina).
1.4.2- Componentes de la vía con anterioridad al complejo mTOR (pre-mTOR) y su 
regulación
La	regulación	pre-mTORC1	es	compleja	y	comprende	la	integración	de	multitud	
de	señales.	 Los	principales	 componentes	 cuya	alteración	afecta	a	 la	 regulación	pre-








a	 través	de	 la	vía	PI3K/Akt.	La	estimulación	de	PI3K	conduce	a	 la	activación	de	Akt	
mediante	 fosforilación.	 El	 pAkt	 es	 capaz	 de	 fosforilar	 el	 complejo	 hamartin-tuberin	
(TSC1-TSC2)	y	éste	a	su	vez	activará	mTORC1.
La	 vía	 de	 señalización	 PI3K/Akt	 tiene	 diversas	 formas	 de	 regulación,	 pero	 la	





señales	 que	 influyen	 en	 su	 actividad,	 poco	 se	 conoce	 sobre	 los	 mecanismos	 que	
participan	en	la	activación	del	mTORC2.
1.4.3- Componentes y regulación de la vía con posterioridad a mTOR (post-mTOR)
Mediante	fosforilaciones,	mTORC1	modula	2	vías	de	señalización	diferentes	que	















































Torisel	 (temsirolimus,	CCI-779,	 inhibidor	de	ciclo	celular),	everolimus	 (RAD001)	




en	 forma	 de	 pro-fármaco	 de	 rapamicina.	 Se	 encuentra	 disponible	 comercialmente	
para	aplicación	 intravenosa	u	oral.	Una	vez	administrado	sufre	rápidamente	hidrólisis	








1.5.1- Mecanismo antitumoral de la rapamicina




Bajo	 la	 interacción	 con	 FKBP12/rapamicina,	 el	 mTORC1	 sufre	 cambios	
conformacionales.	Estos	cambios	estructurales	son	 los	responsables	del	efecto	de	 la	
rapamicina	sobre	p70S6	y	4E-BP1	(Fingar	and	Blenis	2004).




El	 resultado	de	 la	actividad	de	 la	rapamicina	es	 la	supresión	de	 la	proliferación	

































de	 progresión	 de	 tumor	 no	 fuera	 alcanzado,	 una	 proporción	 de	 pacientes	mostraron	
evidencias	 de	 mejoras	 radiográficas	 asociadas	 con	 prolongación	 del	 tiempo	 de	
progresión;	la	mayoría	de	los	pacientes	de	este	grupo	mostró	mejoras	en	el	estado	de	
los	síntomas.
Es	 necesario	 recordar	 que	 la	 rapamicina	 puede	 ser	 efectiva	 principalmente	 en	
pacientes	 con	 tumores	dependientes	de	 la	 vía	de	mTOR.	Esto	 sugiere	 la	 necesidad	
de	la	estratificación	de	pacientes	para	éste	tratamiento	de	acuerdo	con	el	estatus	del	
regulador	pre-mTOR,	PTEN.
Actualmente	 se	 tiende	 a	 pensar	 que	 las	 terapias	 combinadas	 con	 dos	 o	 más	




La	 rapamicina	 y	 sus	 análogos	 han	 sido	 evaluados	 en	 combinación	 con	 los	
inhibidores	 de	EGFR,	 erlotinib	 (Reardon	et	 al.	 2010)	 y	 gefitinib	 (Kreisl	 et	 al.	 2009b).	
En	este	momento	existen	varios	ensayos	clínicos	activos	que	utilizan	combinaciones	
con	 rapamicina	 y	 sus	 análogos:	 vandetanib	 y	 rapamicina;	 torisel	 y	 temozolomida;	










El	CPT-11	es	el	 derivado	de	 la	 camptotecina	que	mejor	 se	 solubiliza	en	agua.	
Mayoritariamente	está	en	forma	de	pro-fármaco	inactivo,	susceptible	de	ser	transformado	











que	 las	 células	 de	 glioma	 son	 capaces	 de	 convertir	 CPT-11	 en	SN-38	 directamente	
(Chen	et	al.	2003).
El	 mecanismo	 de	 acción	 de	 la	 camptotecina	 consiste	 en	 la	 inhibición	 de	 la	
topoisomerasa	 I,	 enzima	 nuclear	 esencial	 requerida	 para	 la	 relajación	 del	 DNA	 en	
conformación	superhelicoidal,	 lo	cual	permite	 los	cambios	 topológicos	que	 facilitan	 la	
transcripción	de	RNA	y	 la	replicación	de	DNA	(Singh	et	al.	2005).	Las	actividades	de	









Se	 han	 llevado	 a	 cabo	 diversos	 ensayos	 clínicos	 en	 fase	 I	 y	 II,	 administrando	













El	 objetivo	 principal	 de	 este	 estudio	 ha	 sido	 la	 búsqueda	 de	 posibles	mejoras	 en	 el	










5-	 Búsqueda	 del	método	 de	 administración	 del	 fármaco	 que	maximice	 su	 eficacia	 y	
reduzca	la	toxicidad	en	modelos	de	animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	
humano.
6-	 Estudio	 del	 efecto	 ejercido	 por	 la	 rapamicina	 sobre	 células	 troncales	 tumorales	















Se	 utilizó	 CPT-11 encapsulado	 en	 nanoliposomas,	 nLs-CPT-11	 (Bioscience).	
Los	liposomas	fueron	disueltos	en	PBS.	Las	concentraciones	de	nLs-CPT-11	utilizadas	
fueron		5;	10;	20;	40	y	100	µg/ml.
3.1.2- Experimentos realizados in vivo
La	 rapamicina	 (LC	 Laboratories)	 se	 disolvió	 en	 Tween	 80/	 PEG	 400/	 DMA	
(vehículo)	 para	 su	 administración	 intraperitoneal.	 El	 torisel	 (Wyeth	Pharmaceuticals),	
se	preparó	siguiendo	las	recomendaciones	de	la	casa	comercial.	Las	concentraciones	
empleadas	para	este	 tipo	de	administración	 fueron	10	 y	 25	mg/kg	en	ambos	 casos.	
Para	su	administración	intracraneal,	ambos	fármacos	se	disolvieron	en	etanol	absoluto.	
Se	 prepararon	 stocks	 de	 500;	 100;	 50;	 10;	 1;	 0,5;	 0,1	 y	 0,05	 µg/ml	 con	 los	 que	 se	
administraron	dosis		de:	10;	2;	1;	0,2;	0,02;	0,01;	0,002	y	0,001	µg/rata	respectivamente.
Los	 nLs-CPT-11 (Bioscience)	 disueltas	 en	 PBS.	 Se	 utilizaron	 para	 su	
administración	intracraneal	a	20	mg/ml	(0,4	mg/rata)	y	40	mg/ml	(0,8	mg/rata).
3.2- Líneas celulares 
Las	líneas	celulares	establecidas	de	glioblastoma	multiforme	(GBM)	U87MG	y	
U251MG se	obtuvieron del	Brain	Tumor	Research	Center	Tissue	Bank	en	la	Universidad	
de	 California,	 San	 Francisco.	 Las	 células	 se	 mantuvieron	 como	 una	 monocapa	 en	
un	medio	mínimo	esencial	Eagles	 complementado	 con	10%	de	 suero	 fetal	 bovino,	














3.3- Experimentos in vitro 
3.3.1- Ensayo de viabilidad celular
Se	 cultivaron	 4000	 células/pocillo	 en	 placas	 de	 96	 pocillos	 (Corning	 Inc.).	
Veinticuatro	horas	después,	 las	células	 fueron	expuestas	al	correspondiente	 fármaco	
a	diferentes	concentraciones	en	medio	completo.	La	mezcla	de	 tampón	Cell-titer-Glo	
y	 el	 sustrato	Cell-titer-Glo	 (CellTiter-Glo	 Luminescent	 Cell	 Viability	Assay,	 Promega),	








tinción	 immunocitoquímica	 y	 empleo	 del	 anticuerpo	 “Phospho-S6	 Ribosomal	 Protein	
(Ser235/236)”	(dilución	1:100;	Cell	Signaling	Technology),	 las células	se	cultivaron	en	
una	cámara	de	dos	pocillos.	Después	de	24	horas	de	incubación,	se	expusieron	a	las	
diferentes	 concentraciones	 de	 los	 fármacos	 en	medio	 completo.	Después	 de	 24,	 48	





se	 incubó	el	 anticuerpo	 secundario	 (Dako	En	Vision+	Dual	 Link	System	Peroxidasa;	





3.3.3- Medición de la proteína pS6 mediante ELISA 
Un	día	antes	del	tratamiento,	se	sembraron	2	x	105	células	U87MG	o	U251MG	
por	pocillo	en	una	placa	de	6	pocillos	 (Corning	 Inc.).	Las	células	 fueron	expuestas	a	
diferentes	 fármacos	 y	 concentraciones	en	medio	 completo.	Después	de	24,	 48	ó	72	









incubadas	 con	 100	 µl	 de	 “Detection	Antibody”	 durante	 1	 hora	 a	 37ºC.	 Se	 repitieron	
los	 lavados	y	después	se	 incubaron	 las	células	con	100	µl	del	anticuerpo	secundario	
“HRP-linked”	 durante	30	minutos	a	37ºC.	Una	 vez	 lavadas	 cuatro	 veces,	 las	 células	
lisadas	fueron	 incubadas	con	100	µl	de	“TMB	Substrate”	durante	10	minutos	a	37ºC.	
La	reacción	se	paró	con	100	µl	de	“STOP	Solution”.	Las	placas	se	midieron	a	450	nm	
con	un	 lector	ELx808	Multi-Detection	MIcroplate	Reader	 (Biotek).	 Los	valores	 fueron	
calculados	automáticamente	por	el	programa	Gen	5	Data	Analysis		(Biotek).
3.3.4- Extracción de proteínas para western blot
Un	día	antes	del	tratamiento,	se	sembraron	1	x	105	células	U87MG	ó	U251MG	
























	 - Expresión de CD133:	 la	 expresión	 de	 CD133	 fue	 analizada	 en	 CSCs	
utilizando	 el	 anticuerpo	 CD133/2-APC	 (Miltenyi	 Biotech)	 siguiendo	 las	 instrucciones	






- Análisis del ciclo celular:	 Se	 utilizó	 la	 tinción	 con	 yoduro	 de	 propidio	 (IP)	
para	el	análisis	de	fase	del	ciclo	celular	(G1,	S	y	G2)	y	el	DNA	fragmentado	(subG0/
G1).	Las	células	fueron	recogidas	y	fijadas	en	etanol	al	70%	a	-80ºC	durante	24	horas.	
Seguidamente	 fueron	 centrifugadas	 durante	 5	 minutos	 a	 5000	 rpm	 a	 	 temperatura	
ambiente	 y	 lavadas	 con	PBS	 complementado	 con	 1%	 de	BSA	 (Sigma).	 Las	 células	








Tabla 3.1. Anticuerpos usados en este estudio 
Anticuerpo Tipo Disolución Incubación Empresa Referencia Aplicación 
Actina pAc 1:1000 1 h RT Sigma A2066 WB 










pAc 1:3000 1 h RT DAKO P0161 WB 
Ig-HRP 
de conejo 
pAc 1:3000 1 h RT DAKO P0448 WB 













o.n. 4ºC Cell 
signaling 
4858 IC/ IHC 
pS6 
Ser235/236 





Tubulina mAc 1:5000 1 h RT Sigma T9026 WB 
Acrónimos utilizados en la tabla (pAc- anticuerpo policlonal; mAc- anticuerpo monoclonal; RT- 
temperatura ambiente (del inglés: room temperature); o.n.- toda la noche (del inglés: overnight); WB- 




3.3.7- Ensayo de agar blando
Con	el	objetivo	de	evaluar	el	potencial	tumorigénico	de	las	dos	líneas	de	CSCs	
tras	el	 tratamiento	con	rapamicina,	se	sembraron	20.000	y	10.000	células	viables	de	











3.4- Experimentos in vivo
3.4.1- Animales
Una	cantidad	total	de	275	ratas	fueron	usadas	a	lo	 largo	de	este	estudio:	241	
ratas	 inmunodeficientes	 y	 34	 Sprague-Dawley.	 En	 los	 estudios	 de	 supervivencia,	
los	 inmunohistoquímicos	 y	 mediante	 ELISA,	 se	 utilizaron	 ratas	 macho,	 atímicas,	
inmunodeficientes,	(rnu/rnu;	150–200	g,	entre	5-8	semanas	de	edad).	Las	ratas	fueron	
compradas	 al	 National	 Cancer	 Institute	Animal	 Production	 Program	 (Frederick,	 MD,	
USA)	o	a	Harlan	Ibérica	(Barcelona).	




y	 comida,	 agua,	 y	 jaulas	esterilizadas.	Toda	 la	metodología	utilizada	en	 los	estudios	
con	animales	fue	aprobada	por	la	Universidad	de	California,	San	Francisco,	Institutional	
Animal	Care	and	Use	Committee	o	siguieron	el	Real	Decreto	Español	1201/2005	BOE.	
3.4.2- Implantación de tumores intracraneales
Las	células	fueron	recogidas	mediante	tripsinización,	lavadas	una	vez	con	PBS	
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de	 4,5	mm	 (Fig.	 3.1)	 .	 En	 el	 caso	 de	 las	 células	CSCs-5,	 se	 inyectaron	 10	 µl	 de	 la	
suspensión	celular	a	una	profundidad	de	4	mm.	Después	de	un	intervalo	de	2	min,	se	
retiró	la	aguja	y	la	herida	fue	cerrada	mediante	sutura.






una	 bomba	 de	microinstilación	 (BeeHive;	 Bioanalytical	 Systems,	West	 Lafayette,	 IN,	
USA)	que	regula	el	flujo	del	fluído	a	través	del	sistema.	Siguiendo	las	coordenadas	en	












3.4.4- Bomba osmótica 
Se	 emplearon	 bombas	 osmóticas	 para	 la	 administración	 intracraneal	 de	
rapamicina	 (1µg/ml).	 El	modelo	 empleado	 posee	 un	 depósito	 de	 2	ml	 y	 proporciona	
un	flujo	constante	de	10	µl/h	durante	7	días	(2ML1,	Alzet).	La	bomba	fue	 implantada	
de	forma	subcutanea,	por	lo	que	se	realizó	una	incisión	escapular	en	la	piel	para	crear	









3.4.5- Tratamiento mediante inyección intraperitoneal (i.p.)	
La	rapamicina	y	el	torisel	fueron	administrados	intraperitonealmente	a	diferentes	
concentraciones	 y	 calendarios	 de	 administración	 comenzando	 7	 días	 después	 de	 la	
implantación	de	las	células	U87MG	y	28	días	en	el	caso	de	las	CSCs-5.	Los	calendarios	
de	 administración	 utilizados	 fueron:	 rapamicina	 a	 10	 mg/kg	 una	 vez	 por	 semana,	















3.4.7- Evaluación de la toxicidad sistémica
Se	realizó	un	seguimiento	de	 las	ratas	dos	veces	al	día	para	evaluar	 la	salud	
general	(capacidad	de	alerta,	alimentación,	excrementos,	la	piel,	el	pelo,	las	membranas	
mucosas,	 respiración,	y	postura).	Los	pesos	de	 	 los	animales	 fueron	 registrados	dos	
veces	 por	 semana.	 El	 nLs-CPT-11	 fue	 utilizado	 a	 una	 dosis	 subtóxica	 determinada	
previamente	(Noble	et	al.	2006).	





































incubación	con	Dako	En	Vision	Dual	 link	System	HRP	 (Dako)	 (2	horas),	 se	utilizó	 la	
tinción	con	Dako	AEC	+	High	sensitivity	substrate	chromogen	(Dako)	(20	minutos).	Las	




3.4.10- Preparación de extractos de proteína in vivo para la cuantificación de pS6 
mediante ELISA













Los	 resultados	 de	 los	 experimentos	 in	 vitro	 se	 analizaron	 estadísticamente	
mediante	el	test	“t”	de	Student.	La	significancia	estadística	entre	grupos	fue	evaluada	
mediante	el	valor	“p”.
Los	 resultados	 de	 los	 estudios	 de	 supervivencia	 se	 han	 expresado	mediante	







4.1. Análisis del efecto de la rapamicina y el torisel a diferentes 
concentraciones en modelos de GBM in vitro e in vivo.
La	 rapamicina	 y	 su	 análogo	 torisel	 tienen	 capacidad	 antitumoral	 contra	 una	
variedad	 de	 tumores,	 entre	 los	 que	 se	 incluye	 el	 glioblastoma.	 Hasta	 la	 fecha	 se	






4.1.1. Efecto citostático de la rapamicina y el torisel in vitro
Se	 ha	 realizado	 un	 experimento	 para	 medir	 la	 citotoxicidad,	 a	 diferentes	
concentraciones	de	 rapamicina	y	 torisel,	a	 lo	 largo	del	 tiempo:	24,	48	y	72	horas.	El	


















































































24 48 72 
Tiempo (horas) 
Torisel-U251MG 







** ** ** **








































































































































































Control (+) Control (-)

























Cuando	 comparamos	 la	 inhibición	 de	 la	 fosforilación	 de	 S6	 en	 las	 células	
U251MG,	 se	 observa	 el	 mismo	 patrón	 que	 el	 obtenido	 para	 las	 células	 U87MG.	Al	
suministrar	 torisel	a	2,5	ng/ml	durante	72	horas	se	observan	más	células	con	 tinción	
positiva	para	pS6	que	con	rapamicina	(Fig.	4.3.C	y	Fig.	4.3.I).







la	 expresión	 con	 respecto	 a	 las	 células	 no	 tratadas,	 que	presentaron	una	O.D.=	3,9	
(p<	 0.001)	 (Fig.	 4.4.A,	 4.4.C).	 	Transcurridas	 48	 y	 72	 horas	 desde	 la	 administración	
de	rapamicina	o	torisel	a	 las	células	U87MG,	la	fosforilación	de	S6	continuó	inhibida.	
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4.1.4. Estudio del ciclo celular in vitro









similares	 resultados.	 La	 fase	 G1	 se	 incrementó	 con	 respecto	 al	 control	 (78,52%	 vs	
77
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0 ng/ml rapamicina Vehículo







































Tabla 4.1 Animales empleados 






Rapamicina 25 mg/kg 7 i.p. 10 IHC 
Torisel 25 mg/kg 7 i.p. 10 IHC 
Vehículo rapamicina  7 i.p. 2 IHC 
Rapamicina 10 mg/kg  7 i.p. 10 ELISA 
Rapamicina 25 mg/kg 7 i.p. 10 ELISA 
Torisel 25 mg/kg 7 i.p. 10 ELISA 
Vehículo rapamicina  7 i.p. 2 ELISA 






2 Toxicidad  
Rapamicina 10 mg/kg Cada 7 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 25 mg/kg Cada 7 i.p. 5 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 5 Supervivencia 







Torisel 25 mg/kg Cada 7 i.p. 5 Supervivencia 
Torisel 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 5 Supervivencia 
Vehículo rapamicina  Cada 7 i.p. 6 Supervivencia 
Vehículo rapamicina  Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
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4.1.6. Detección de pS6 in vivo mediante ELISA












La	 fosforilación	de	 la	proteína	 ribosómica	S6	disminuyó	cuando	se	 inyectaron	
25	mg/kg	de	rapamicina.	La	 inhibición	de	 la	 fosforilación	se	mantuvo	al	menos	hasta	
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Tiempo después del tratamiento (días) 
Detección de pS6 -10 mg/kg rapamicina 
* * * *
25 mg/kg torisel
* p< 0.05









Tiempo después del tratamiento (días) 


















































En	ambos	casos,	 los	animales	pierden	peso	después	de	 la	 implantación	del	 tumor	y	
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Tiempo  post-implantación del tumor (días)  








4.1.8. Aumento de la supervivencia de animales con xenotransplantes 
intracraneales de U87MG tratados con rapamicina o torisel de forma sistémica
Los	estudios	de	supervivencia	se	realizaron	utilizando	el	modelo	bien	establecido	
de	xenotranplante	ortotópico	de	la	línea	de	GBM	humano	U87MG	(Fig.	4.9).
Cuarenta	 ratas	 inmunodeficientes	 recibieron	 células	 tumorales	 U87MG	 en	
el	 estriado;	 las	 ratas	 fueron	 divididas	 aleatoriamente	 en	 ocho	 grupos	 (Tabla	 4.1).	 El	
tratamiento	comenzó	7	días	después	de	 la	 implantación	de	 las	células,	 recibiendo	 la	









































Torisel ciclo (10 mg/kg) Torisel 7 días (25 mg/kg)
Rapamicina ciclo (10 mg/kg) Rapamicina 7 días (10 mg/kg)
Rapamicina 5 días (10 mg/kg)




























Tiempo post-implantación del tumor (días) 













































4.1.9. Tratamiento in vivo con rapamicina administrada de forma local y sistémica












por	 5	 ratas.	 El	 segundo	 grupo	 recibió	 inyecciones	 intraperitoneales	 de	 10	mg/kg	 de	
rapamicina	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	post-implante	(tratamiento	de	ciclo).	En	cada	
animal	del	tercer	grupo	se	implantó	una	bomba	osmótica	cargada	con	rapamicina	(100	
























Rapamicina ciclo (10 mg/kg)
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toxicidad	 en	 ratas	 sanas.	 La	 inyección	 intraperitoneal	 de	 rapamicina	 	 tuvo	 asociada	














local	y	sistémica	 respecto	a	 la	administración	sistémica.	La	supervivencia	 fue	de	32-





4.2. Administración potenciada por convección de rapamicina o torisel: 
toxicidad y eficacia en modelos de glioma intracraneal en ratas. 
Considerando	 el	 efecto	 tóxico	 producido	 por	 la	 rapamicina	 o	 su	 análogo	
torisel	 al	 utilizarse	 en	 el	 tratamiento	 de	 ratas	 xenotransplantadas	 con	 U87MG	 tanto	
intracranealmente	 como	 de	 forma	 sistémica,	 se	 tomó	 la	 decisión	 de	 intentar	 reducir	
la	 toxicidad	utilizando	un	sistema	de	administración	 intratumoral	directa	del	 fármaco.	
Utilizamos	 el	 sistema	 CED	 ya	 que	 existía	 evidencia	 de	 reducción	 de	 la	 toxicidad	
respecto	a	 la	administración	sistémica.	Este	método	 implicaba	una	disminución	de	 la	
concentración	del	fármaco	al	aplicarse	directamente	en	el	tumor	sin	verse	afectado	por	
la	BBB	(Kikuchi	et	al.	2008).















alta,	 500	µg/ml,	 no	 sólo	 con	 los	 fármacos	 sino	 también	 con	el	 vehículo.	Este	 hecho	
indica	 que	 la	 concentración	 de	 etanol	 utilizada	 en	 la	 dosis	más	 alta	 era	 tóxica	 (Fig.	
4.11.A	y	4.12.A).	
En	 los	 animales	 que	 recibieron	 fármacos	 mediante	 CED	 a	 menores	
concentraciones,	el	tejido	cerebral	mostró	un	ligero	trauma	en	el	lugar	de	la	cánula,	en	
el	estriado,	sin	mayores	síntomas	de	 toxicidad	aparente	en	el	 tejido	 (Fig.	4.11.B-H	y	
4.12.B-H).
No	 se	 observaron	 signos	 de	 toxicidad	 sistémica,	 como	el	 descenso	 del	 peso	






4.2.2. Detección de pS6 in vivo por inmunohistoquímica tras la administración de 






La	 proteína	 S6	 fosforilada	 se	 encontró	 abundantemente	 expresada	 en	 los	
Tabla 4.2 Animales empleados 






Rapamicina 10 µg 7 CED 2 Toxicidad  
Etanol 50% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 10% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 1 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 5% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.1% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.02 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.01% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.01 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.05% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.002 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.001% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.001 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.005% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 10 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 50% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 10% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 1 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 5% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.1% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.02 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.01% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.01 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.05% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.002 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.001% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.001 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.005% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 2 µg 7 CED 10 IHC 
Torisel 2 µg 7 CED 10 IHC 
Etanol 10% 7 CED 2 IHC 
Rapamicina 2 µg 7 CED 10 ELISA 
Torisel 2 µg 7 CED 10 ELISA 
Etanol 1% 7 CED 2 ELISA 
Rapamicina 2 µg  7 CED 6 Supervivencia 
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4.2.3. Detección de pS6 in vivo mediante ELISA tras la administración de los 
fármacos mediante CED 
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Detección de pS6- Torisel (CED)
0 µg/ml rapamicina
100 µg/ml rapamicina CED


















Tiempo post-tratamiento (días) 

















Realizamos	 un	 ensayo	 de	 supervivencia	 con	 animales	 xenotransplantados	
ortotópicamente	con	células	U87MG	y	tratados	mediante	CED	con	rapamicina	(100µg/
ml)	 (Tabla	4.2).	Se	 llevó	a	cabo	el	seguimiento	de	 los	signos	de	 toxicidad	durante	el	
curso	del	tratamiento.	
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4.2.5. Supervivencia de animales xenotransplantados ortotópicamente con U87MG 









debidos	 a	 la	 presencia	 de	 tumores	 intracraneales	 de	 gran	 tamaño,	 posteriormente	
confirmados	por	los	estudios	histológicos	(MS=	12,5	días).	
Los	animales	tratados	con	100	µg/ml	de	rapamicina	administrado	mediante	CED	
murieron	 en	 torno	 a	 los	 días	 12-16	 (MS=	 13,67	 días;	 P=	 0,373).	 No	 se	 observó	 un	
incremento	de	la	supervivencia	asociada	a	este	tratamiento.






4.3. Efecto de la rapamicina en células troncales tumorales derivadas de 
GBM humanos in vitro e in vivo mediante xenotransplantes ortotópico
Se	analizó	el	efecto	que	produce	la	rapamicina	en	células	troncales	tumorales	
(CSCs)	derivadas	de	GBMs	humanos.	Previamente	en	nuestro	laboratorio	se	derivaron	
cultivos	 enriquecidos	 en	 CSCs	 a	 partir	 de	 piezas	 de	 exéresis	 quirúrgica	 de	 dos	
pacientes	denominados	CSCs-5	y	CSCs-7.	Se	observó	que	las	células	eran	capaces	de	
autorrenovarse	y	proliferar	a	largo	plazo	como	neuroesferas,	expresando	los	marcadores	








4.3.1. Efecto de la rapamicina en la proliferación de las CSCs
Se	 estudió	 el	 efecto	 de	 la	 rapamicina	 en	 el	 crecimiento	 celular	 de	 las	 líneas	
CSCs-5	y	CSCs-7,	y	se	comparó	con	las	líneas	celulares	establecidas	de	GBM	humano:	
U87MG	y	U251MG.	




Cuando	 se	 administró	 rapamicina	 a	 las	 células	 U87MG,	 el	 crecimiento	 celular	 a	 24	
horas	se	redujo	al	92,0%	y	90,7%	(para	2,5	y	1000	ng/ml	respectivamente).	A	48	horas	




Los	 resultados	 fueron	 diferentes	 cuando	 se	 utilizó	 rapamicina	 en	 células	
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Cuando	 la	 rapamicina	 fue	 suministrada	 a	 las	 células	 CSCs-5,	 el	 crecimiento	
celular	a	día	3	se	redujo	al	56%	y	39%	para	2,5	y	1000	ng/ml	respectivamente.	En	la	
última	medida,	tomada	a	día	6,	el	crecimiento	celular	no	mostró	un	cambio	significativo	






































































































































































































































































































































































4.3.4. Efecto de la rapamicina en el estado de fosforilación de S6 y Akt en líneas 












Rapamicina (0 ng/ml) Vehículo (etanol)




























































Rapamicina (0 ng/ml) Vehículo (etanol)











células	 CSCs-7	 (Fig.	 4.22.C).	 Después	 de	 suministrar	 el	 vehículo,	 no	 se	 apreciaron	
cambios	en	 la	expresión	de	 la	pS6.	Tres	días	después	del	 tratamiento	con	2,5	ng/ml	
ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	se	observó	un	fuerte	descenso	en	la	fosforilación	de	S6.	
Al	 analizar	 el	 efecto	 tras	6	días	de	 la	 administración	del	 fármaco,	 la	 inhibición	en	 la	
fosforilación	de	S6	se	mantuvo	intacta	(Fig.	4.22.C).
Rapamicina (ng/ml):           0            V          2,5      1000           0            V          2,5        1000           0            V          2,5       1000           0            V          2,5      1000















DIV 2 DIV 3































4.3.5. Efecto de la rapamicina en la autorrenovación de las CSCs
Una	aproximación	 in	vitro	para	evaluar	el	potencial	de	autorrenovación	de	 las	
células	 troncales	 consiste	 en	 realizar	 el	 ensayo	 de	 esferas	 secundarias.	 El	 método	





significativas	 cuando	 se	 administró	 el	 vehículo	 a	 las	 células	 (12,54	 neuroesferas	 de	
75-150	µm;	5,18	neuroesferas	mayores	de	150	µm).	La	administración	de	2,5	ng/ml	
de	rapamicina	generó	una	reducción	significativa	en	la	formación	de	las	neuroesferas	




4.3.6. Monitorización del desarrollo de tumores intracraneales inducidos con 
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para	asegurar	 la	existencia	de	 tumor	y	para	determinar	con	exactitud	su	 localización	
una	vez	formado	(Fig.	4.24.A).	La	figura	presenta	una	vista	axial	del	mismo	animal	con	
una	diferencia	de	1	mm	de	profundidad	entre	 las	dos	 imágenes.	Se	puede	observar	

















4.3.7. Análisis de la toxicidad sistémica derivada del tratamiento
Se	 realizó	 un	 seguimiento	 de	 los	 animales	 utilizados	 en	 la	 evaluación	 de	 la	
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Los	 animales	 con	 tumores	 CSCs-5,	 ganaron	 peso	 en	 los	 primeros	 28	 días	
después	de	la	implantación	del	tumor.	Una	vez	comenzó	el	tratamiento,	perdieron	peso	
después	 de	 cada	 inyección	 intraperitoneal	 de	 rapamicina,	 pero	 fueron	 capaces	 de	
recuperar	parcialmente	del	peso	perdido	entre	cada	inyección.	
4.3.8. Supervivencia de animales xenotransplantados ortotópicamente con CSCs-
5 o U87MG tratados con rapamicina intraperitonealmente











estriado,	 y	 posteriormente	 fueron	 divididas	 de	 forma	 aleatoria	 en	 dos	 grupos:	 grupo	
control	 y	 tratado.	 Veintiocho	 días	 después	 de	 la	 implantación	 del	 tumor	 las	 ratas	
comenzaron	a	 recibir	el	 tratamiento	con	 inyecciones	 intraperitoneales	de	 rapamicina.	
En	torno	a	57-66	días	tras	el	implante,	todas	las	ratas	control	comenzaron	a	desarrollar	
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4.4. Análisis del efecto de la terapia combinada de rapamicina y nanoliposomas 
cargados con CPT-11 in vitro y en modelos de xenotransplantes de GBM en 
roedores





4.4.1. Efectos citostático y citotóxico de rapamicina y nLs-CPT-11 













La	 rapamicina	 no	 genera	 efectos	 citotóxicos	 en	 ninguna	 de	 las	 dos	 líneas	
celulares,	pero	sí	 tiene	un	efecto	citostático.	Cuando	se	añadieron	2,5	ó	1000	ng/ml	
de	 rapamicina	a	 las	 células	U87MG,	el	 crecimiento	 celular	 a	 las	 24	horas	 se	 redujo	
al	90,4%	y	92,4%,	respectivamente,	mostrando	una	diferencia	significativa	respecto	al	
control	(p<0,001).	A	las	48	horas	el	crecimiento	celular	se	redujo,	a	valores	entre	72,1%	
y	 77,7%,	 respectivamente,	mostrando	 una	 diferencia	 significativa	 respecto	 al	 control	




U251MG.	 Las	 células	 U251MG	 tratadas	 durante	 24	 horas	 no	 tuvieron	 diferencias	




























































































































Las	 gráficas	 para	 las	 diferentes	 concentraciones	 de	 nLs-CPT-11	 sugieren	
diferencias	en	el	potencial	citotóxico	entre	las	distintas	concentraciones:	al	incrementar	


























En	 ambas	 líneas	 celulares	 se	 observó	 un	 fuerte	 disminución	 de	 la	 viabilidad	
celular	aunque	el	efecto	citotóxico	fue	mayor	para	U251MG	que	para	U87MG.	
4.4.2. Estudio del sinergismo de la combinación de rapamicina y nLs-CPT-11 in 
vitro (U87MG y U251MG)
 












define	 una	 línea	 cóncava	 por	 debajo	 del	 isobolo	 (sinergía).	 Cuando	 los	 agentes	 en	




4.4.3. Efecto del tratamiento combinado en la distribución del ciclo celular 
Como	 ya	 hemos	 descrito	 con	 anterioridad,	 la	 rapamicina	 es	 un	 fármaco	 que	
produce	un	arresto	en	 la	 fase	G1	del	ciclo	celular.	Por	otra	parte,	el	CPT-11	provoca	
un	bloqueo	en	 la	 fase	G2	de	 las	células.	Realizamos,	por	 tanto,	un	estudio	del	ciclo	
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significativas	 (p<0,001)	en	G2	al	 comparar	 los	 resultados	obtenidos	para	 rapamicina	
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También	 se	 observó	 una	 disminución	 significativa	 en	 G1	 para	 el	 tratamiento	
combinado:	 67,2%	 para	 el	 control,	 42,2%	 para	 2,5	 ng/ml	 de	 rapamicina	 +	 10	 µg/ml	
de	nLs-CPT-11	(p<0,001)	y	34,2%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-















4.4.4. Detección de pS6 in vitro por inmunocitoquímica tras la administración de 





















nLs-CPT-11 Rapamicina + nLs-CPT-11A B

































































4.4.6. Análisis de la toxicidad sistémica del tratamiento in vivo con la combinación 















Se	 registró	 también	el	peso	de	 los	animales	 (Fig.	4.32.A	y	4.32.B).	Todos	 los	




antes	 de	 la	 siguiente	 inyección.	 Los	 animales	 que	 recibieron	 el	 tratamiento	 de	 ciclo	
recuperaron	peso	una	vez	acabado	el	tratamiento.	
En	contraste	con	 los	animales	 tratados	con	administración	 i.p.	de	 rapamicina,	
no	se	observó	pérdida	de	peso	en	ninguno	de	los	animales	tratados	por	CED	de	nLs-
CPT-11	como	agente	único,	sugiriendo	que	 la	 intervención	no	afectó	a	 los	animales:	
ganaron	alrededor	de	4,7%	de	su	peso	en	los	días	posteriores	al	CED.
El	 tratamiento	 combinado	 no	 supuso	 un	 aumento	 significativo	 en	 la	 pérdida	
117
Resultados
Tabla 4.3 Animales empleados 






Rapamicina 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
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4.4.7. Efecto terapéutico de la combinación de rapamicina y nLs-CPT-11 en 
modelos de tumor intracraneal U87MG
Se	 estudió	 la	 supervivencia	 en	 roedores	 con	 tumores	 intracraneales	 U87MG	





Todos	 los	 animales	 que	 recibieron	 el	 tratamiento	 de	 0,8	 mg	 nLs-CPT-11	
sobrevivieron	24–32	días,	con	una	MS	de	27,8	días	(P=0,000580).
















































diferencias	en	 la	supervivencia	de	 los	animales	 tratados	con	diferentes	calendarios	y	
modos	de	administración	del	fármaco.	Además	se	analizó	el	efecto	producido	en	líneas	
de	CSCs.	 Por	 último	 se	 diseñó	 una	 nueva	 combinación	 de	 agentes	 terapéuticos:	 la	
rapamicina	 y	 el	CPT-11,	 que	 produce	 un	 notable	 incremento	 en	 la	 supervivencia	 de	
animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	humano.












de	mTOR	 no	 está	 correlacionada	 con	 la	 concentración	 en	 sangre	 o	 intracraneal	 de	
la	 rapamicina	y	sus	análogos,	 remarcando	 la	necesidad	de	modificar	 los	criterios	de	
evaluación	para	cuantificar	su	eficacia	farmacodinámica	(Kreisl	et	al.	2009).	Los	análisis	





























































describieron	 la	dependencia	de	 la	concentración	en	 la	actividad	del	 fármaco	tanto	en	
proliferación	celular,	como	en	inhibición	de	la	fosforilación	de	4EBP1	ó	p70S6,	hay	que	
considerar	que	dichas	diferencias	se	encontraron	al	utilizar	concentraciones	de	rapamicina	
que	 estaban	 comprendidas	 entre	 0,1	 y	 1	 ng/ml,	 rango	 en	 el	 cual	 probablemente	 se	
encuentre	el	 límite	de	concentración	terapéutica	(Geoerger	et	al.	2001;	Peralba	et	al.	
2003;	Heimberger	et	al.	2005).	
5.2. Mejoras en el tratamiento de GBM humano con rapamicina, in vivo










xenotransplantados	 debida,	 entre	 otros	motivos,	 a	 la	modificación	 del	 calendario	 de	
tratamiento.	











con	GBM	humanos,	 lográndose	extender	 la	vida	de	 los	animales	xenotransplantados	
en	 3,23	 (tratamiento	 cada	 7	 días)	 y	 4	 veces	 (tratamiento	 cada	 5	 días),	 sin	 generar	





Por	 otro	 lado,	 estudios	 previos	 habían	mostrado	 la	 eficacia	 de	 la	 rapamicina	
en	tumores	intracerebrales	U251MG	al	ser	administrada	intraperitonealmente.	Aunque	
en	estos	estudios	se	encontraron	diferencias	en	las	supervivencias	al	variar	las	dosis	





e	 incluso	administrándose	simultáneamente	de	manera	 intraperitoneal	e	 intracraneal,	
no	encontramos	diferencias	significativas	en	los	incrementos	de	las	supervivencias.	Los	
fármacos	actuaron	de	manera	independiente	de	la	dosis,	poniendo	de	manifiesto	que	
una	 vez	 lograda	 la	 inhibición	de	 la	 vía	 de	mTOR,	 la	 aportación	de	más	 cantidad	de	
fármaco	no	ayuda	a	mantener	dicha	inhibición	en	el	tiempo.
Existen	 varios	 análogos	 de	 la	 rapamicina	 que	 están	 siendo	 empleados	 en	 el	
tratamiento	 de	 GBM	 humano,	 aunque	 los	 beneficios	 obtenidos	 con	 ellos	 resultan	
controvertidos	para	algunos	autores.	Por	ejemplo,	(Heimberger	et	al.	2005)	han	descrito	
que	el	análogo	oral	de	rapamicina,	RAD001,	es	3	veces	menos	eficaz	que	la	rapamicina	

























5.3. Reducción de la toxicidad sistémica y aumento de la efectividad 
del tratamiento de GBM humano con rapamicina por administración 
mediante CED
El	 sistema	 de	 administración	 potenciada	 por	 convención	 (CED)	 reduce	 la	










factores	 importantes:	 bien	 porque	 la	 concentración	máxima	 tolerada	 no	 tiene	 efecto	
terapéutico,	o	bien	porque	el	 fármaco	es	 lavado	 rápidamente	del	 tumor,	no	 teniendo	
tiempo	suficiente	para	actuar.	
Una	propuesta	alternativa	de	mejora	del	sistema	es	la	encapsulación	del	fármaco	







fármaco	encapsulado	en	nanoliposomas,	 resultó	en	un	 incremento	de	4	veces	en	 la	
supervivencia	de	los	animales.




A172	 o	HU197	 (Magrassi	 et	 al.	 1998;	Grouzmann	 et	 al.	 2001;	Tronstad	 et	 al.	 2001;	
Lin	et	al.	2008;	Widmer	et	al.	2008;	Diaz	Miqueli	et	al.	2009;	Das	et	al.	2010;	Fischer	
et	al.	2010).	Incluso,	debido	a	la	importancia	que	ha	ido	adquiriendo	el	estudio	de	las	














resultados	 resultaron	de	gran	 interés	puesto	que	 la	 rapamicina	 in	 vitro	 fue	capaz	de	
reducir	una	de	las	características	más	importantes	de	las	CSCs,	como	es	su	potencial	
tumorigénico.
Aunque	 la	 utilización	 de	 la	 proteína	 transmembrana	 CD133	 puede	 ser	
controvertida,	ya	que	en	ocasiones	se	ha	observado	que	puede	estar	ausente	en	células	
con	características	de	CSCs	(Beier	et	al.	2007;	Ogden	et	al.	2008),	se	analizó	debido	





celular	 en	 dicha	 población.	 La	 segunda	 opción	 se	 descartó	 debido	 a	 los	 resultados	
obtenidos	del	análisis	de	muerte	celular	tras	el	tratamiento.	Pese	a	haberse	detectado	





Actualmente	 se	 conocen	 varias	 vías	 de	 señalización	 que	 pueden	 estar	
desempeñando	un	papel	 importante	en	el	mantenimiento	de	 las	CSCs,	entre	 las	que	
se	 encuentra	 la	 vía	 PI3K/Akt/mTOR,	 clave	 también	 en	 el	 proceso	 de	 tumorigénesis	











autorrenovarse	durante	 largos	periodos	de	 tiempo	(Reya	et	al.	2001),	y	 teóricamente	
podría	impedir	el	mantenimiento	de	una	reserva	de	CSCs	que	permitiese	la	prolongación	
de	la	existencia	del	tumor.	
A	pesar	de	que	 la	 rapamicina	 in	vitro	demostró	ser	capaz	de	 influir	en	varias	
de	 las	 características	más	 importantes	 de	 células	 troncales	 tumorales,	 el	 estudio	 de	
supervivencia	realizado	con	animales	xenotransplantados	con	células	CSCs-5	y	tratados	




















5.5. Aumento de la eficacia antitumoral de la combinación de rapamicina y 















La	 combinación	 de	 la	 inhibición	 de	múltiples	 dianas	 en	 la	misma	 vía	 o	 en	 distintas	
vías,	aún	presentando	un	gran	potencial	 terapéutico,	 tiene	el	 riesgo	de	aumentar	 los	
efectos	 tóxicos	 sistémicos	 producidos	 por	 la	 administración	 de	 los	 fármacos	 (Clarke	






























en	 la	 supervivencia	 de	 animales	 xenotransplantados	 con	 tumores	 intracraneales	








y	 radioterapia	 se	 ha	 conseguido	 incrementar	 la	 supervivencia	 en	 2	 veces	 o	 7	 días	
respectivamente.	





































9-	 La	 combinación	 de	 los	 fármacos	 rapamicina	 y	CPT-11	produce	un	 incremento	 de	
seis	veces	de	 la	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	
humano	U87MG.	El	tratamiento	combinado	no	resultó	tóxico	debido	a	la	combinación	
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